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!摘要∀ 目的 探讨半胱氨酰天冬氨酸蛋白酶 ( C aspase) - 3在无菌性股骨头坏死 ( avascular /aseptic necrosis of fem ora l
head, ANFH )进展过程中的表达及意义。 方法 21例 ( 22髋 ) ANFH 取股骨头病灶周围骨松质, 其中早期 ANFH 组 ( 6髋 ),
中期 ANFH 组 ( 8髋 ), 晚期 ANFH组 ( 8髋 ); 另取 19例 ( 19髋 )新鲜股骨颈骨折的股骨头对应部位骨松质为对照组。采用原
位末端标记 ( TUNEL )法、空骨陷窝计数法检测细胞凋亡水平, 比色法检测股骨头组织 Caspase 3活性。 结果 骨陷窝空虚
百分率 (F = 45. 43, P = 0. 000)、成骨细胞凋亡率 (F = 120. 86, P = 0. 000)等凋亡指标均随 ANFH 临床分期进展而显著升高,
ANFH 早、中期组显著高于对照组 ( q= 18. 899, P < 0. 05; q= 6. 398, P < 0. 05),但并不随着 ANFH病变进展而增强, 而呈现进行
性下降; ANFH晚期组 Caspase- 3活性与对照组 Caspase- 3活性无统计学差异 ( q= 2. 021, P > 0. 05 )。Caspase 3活性与细胞
凋亡率统计学相关性不显著 ( r= 0. 126, P = 0. 425)。 结论 在 ANFH 进展过程中, Caspase 3可能不是细胞凋亡的主要执行
分子; Caspase 3在 ANFH进展中可能发挥非凋亡作用。
!关键词∀ 股骨头坏死; 半胱氨酰天冬氨酸蛋白酶 - 3; 细胞凋亡
中图分类号: R681 8 文献标识: A 文章编号: 1009- 6604( 2009) 08- 0737- 05
R elationsh ip betw een Caspase 3 and Apop tosis in A sep tic N ecrosis of Fem oral Head Shi L ei* , Zhang B ing, X ia Chun* .
* Departmen t of O rthopaed ics, Zhong shanH osp ital Affiliated toX iam en UniversityM edical Institute, X iam en University, X iam en 361004,
China
!Abstract∀ Objec tive To investig ate the express ion and ro le of C aspase 3 dur ing the developm ent o f non traum atic
avascu lar / aseptic necrosis o f femo ra l head( ANFH ). Methods T issue samp les were obta ined from 22 fem oral heads o f 21 patients
w ith ANFH. The samp les w ere div ided into three g roups: ea rly stage ( 6 cases), m idd le stag e ( 8 cases) and late stage ( 8 cases)
g roups accord ing to the progress o f the disease. M eanw hile, 19 tissue sam ples of 19 fem ora l headsw ere obta ined from 19 cases of acute
fem ora l neck frac ture and se t as a contro l group. The level of apoptosis of each group w as com pared in te rm s of the percentages of
TUNEL positive o steocytes and empty osteocyte lacuna, and then the activ ity of Caspase 3 was detected by co lo rim etr ic
m ethod. R esu lts Both the pecentages of em pty osteocyte lacunae (F = 45. 43, P = 0. 000) and the TUNEL positiv e osteocytes
(F = 120. 86, P = 0. 000) increased sign ifican tly w ith the progress of ANFH. The two indexes in the ear ly and m iddle stage g roups
w ere sign ifican tly higher than those in the con tro l ( q = 18. 899, P < 0. 05 and q= 6. 398, P < 0. 05, respectively ) but decreased
instead o f increas ing along w ith the progress of patho logy. In the late stag e g roup, the indexes w ere not sign ificantly different from the
contro l ( q = 2. 021, P > 0. 05). Caspase 3 activ ity w as not sign ificantly re lated to the capac ity of osteogenesis ( r = 0 126, P =
0 425). Conclusions Caspase 3 is no t the m a jor executo r o f apoptosis in ANFH. It is very likely that it does no t play a
nonapoptotic role in the progress of the d iseases.
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全代表细胞凋亡水平, Caspase 3是否在 ANFH的病
理机制中发挥促进凋亡的作用尚有待探讨。目前,
关于 Caspase 3在 ANFH组织中与细胞凋亡关系的





收集 2007年 5~ 10月收治的无菌性 ANFH 21
例 ( 22髋 ) ,其中男 10例 11髋 (包括 1例患者双髋
先后手术 ) , 女 11 例 11 髋。年龄 31 ~ 82岁,
( 49 8 # 18. 4)岁。参考 Ficat分期, 将 ANFH 患者
分为 3组:早期 ANFH组 (相当于 F icat∃、%期,共 6
髋 )、中期 ANFH组 (相当于 F icat &期, 共 8髋 )和
晚期 ANFH组 (相当于 F icat ∋、(期,共 8髋 )。新
鲜股骨颈骨折行股骨头置换的患者作为对照组,共
19例 19髋,其中男 11例, 女 8例,年龄 50 ~ 76岁,




1. 2. 1 骨组织形态学研究 股骨头沿额状面剖开,
以股骨头坏死灶周围骨松质为研究对象, 见图 1。
骨组织块 (厚 < 1 cm )经多聚甲醛固定 24 h后,置入
10%乙二氨四乙酸 ( ethy lendiam inotetraacetic acid,
EDTA )溶液中, 在 50 ) 恒温箱内进行 EDTA法脱
钙,每天更换脱钙液, 14 d天左右可达脱钙终点。
脱钙后标本常规石蜡包埋, 石蜡切片机 (德国
LE ICA )制作额状面切片数张,厚度 5 m,进一步进
行常规 HE染色,每例标本随机计数 200~ 300个骨
细胞计算空骨陷窝所占百分比。
1. 2. 2 末端脱氧核苷酸转移酶 ( TdT)介导的生物
素酰化脱氧尿苷三磷酸 ( dUTP)生物素原位缺口末
端 标 记 法 [ term ina l deoxynuc leotidy l transferase
( TdT) med iated biotiny lated deoxyurid ine triphosphate
( dUTP) b iot in n ick end labelling, TUNEL]细胞凋亡
检测 原位末端标记试剂盒由瑞士 Roche公司提
供。石蜡切片常规脱蜡至水,按试剂盒说明操作,二






1. 2. 3 Caspase 3活性检测 新鲜骨组织剪碎后,
迅速进行裂解、组织蛋白提取、底物反应并检测
Caspase 3活性以及蛋白浓度测定,对 -硝基酰苯胺





















(图 2A ) ;早期 ANFH组织骨细胞形态基本正常, 成
骨细胞显著增多,新生骨小梁可见,骨小梁因成骨修
复而变粗变厚,少量骨陷窝空虚 (图 2B) ;中期,骨细
胞多偏侧,核固缩可见, 空骨陷窝增加,成骨细胞较
早期显著减少,破骨细胞可见,骨小梁较前已明显变
薄 (图 2C) ;晚期,出现大量空骨陷窝,残存骨细胞胞
核变形、固缩, 成骨细胞少骨小梁变薄、折断可见
(图 2D)。
2. 2 骨组织 TUNEL法凋亡检测
凋亡细胞胞核被染成棕黄色,核形态固缩可见。
对照组仅偶见 TUNEL 阳性细胞 (图 3A ), 早期
ANFH组可见 TUNEL阳性细胞显著增加 (图 3B ),
中期 ANFH 组 TUNEL阳性细胞进一步增多 (图
3C ), 晚期 ANFH 组可见大量 TUNEL 阳性细胞
( 3D)。各组别空陷窝百分比及细胞凋亡百分率的
比较见表 1。
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图 1 股骨头坏死标本及骨质取材部位示意图 ∗ 取材部位、范围; 软骨下坏死骨 图 2 股骨头骨组织陷窝空虚情况 ( HE染色
+ 100) A.骨折对照组骨陷窝仅偶见空虚; B.早期 ANFH组见少量骨陷窝空虚; C. 中期 ANFH组骨陷窝空虚明显增加; D.晚
期 ANFH组大部分骨陷窝已经空虚 (黑箭头 , , , 成骨细胞,白箭头 , , , 破骨细胞,八角星形 , , , 新生骨小梁 ) 图 3 股骨头组织
TUNEL检测 (阳性细胞 DAB染色,阴性细胞苏木素复染 + 100 ) A.对照组, 仅见个别骨细胞呈 TUNEL阳性; B.早期 ANFH
组, TUNEL阳性细胞明显增多,尚少于正常细胞; C.中期 ANFH组, TUNEL阳性细胞进一步增加,所占比例大致与正常细胞相当;








对照组 ( n = 19) 27. 65# 8. 10 5. 91 # 4. 29
早期 ANFH组 ( n = 6) − 38. 50# 7. 61 33. 28 # 17. 47
中期 ANFH组 ( n = 8) . 40. 55# 9. 81 63. 24 # 18. 25
晚期 ANFH组 ( n = 8) / 67. 31# 6. 14 90. 37 # 9. 10
F, P值 45. 43, 0. 000 120. 86, 0. 000
q, P值 q 4- 1= 16. 496, P < 0. 05 q 4- 1 = 24. 964, P < 0. 05
q 4- 2 = 9. 351, P < 0. 05 q 4- 2 = 13. 169, P < 0. 05
q 4- 3 = 9. 382, P < 0. 05 q4- 3 = 6. 759, P < 0. 05
q 3- 1 = 5. 365, P < 0. 05 q 3- 1= 16. 945, P< 0. 05
q 3- 2 = 0. 665, P > 0. 05 q3- 2 = 6. 911, P < 0. 05
q 2- 1 = 4. 062, P < 0. 05 q2- 1 = 7. 281, P < 0. 05
成骨细胞凋亡率与骨陷窝空虚率呈显著正相关 ( r= 0. 812, P = 0. 000),
回归方程为: Y
^
= 0. 3789X + 0. 2525 (Y
^
为骨陷窝空虚率, X为细胞凋亡率 )。
2. 3 Caspase 3活性检测
Caspase 3活性在早期 ANFH 组最高,在中期及
晚期组渐下降但仍高于对照组, ANFH组 Caspase 3
水平高于对照组,各组 Caspase 3活性见表 2。
表 2 各组 Caspase 3活性的比较
组别
C aspase 3活性
( 1U= 1+ 10- 8 nm ol g- 1 h- 1 )
对照组 (n= 19)  15. 80 # 8. 19
早期 ANFH 组 ( n= 6) − 60. 27 # 5. 27
中期 ANFH 组 ( n= 8) . 29. 35 # 5. 96
晚期 ANFH 组 ( n= 8)/ 20. 08 # 6. 25
ANFH 组 ( 2~ 4组合并, n= 22) 0 34. 41 # 17. 62
F, P值 62. 00, 0. 000
q, P值 q1- 2 = 18. 899, P < 0. 05
q3- 1 = 6. 398, P < 0. 05
q4- 1 = 2. 021, P > 0. 05
q2- 4 = 14. 810, P < 0. 05
q3- 4 = 3. 690, P < 0. 05
t1, 5, P 1, 5值 - 4. 221, 0. 000
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2. 4 相关性分析
对 Caspase 3活性与细胞凋亡率的相关性分析
显示, C aspase 3活性与细胞凋亡率的相关性不显著
( r = 0. 126, P = 0. 425 )。鉴于骨折组的年龄与
ANFH组存在显著差异 [骨折组 ( 60. 5 # 11. 0)岁,
ANFH组 ( 49. 8 # 18. 4)岁, t= 2. 202, P = 0 034], 对
年龄同 Caspase 3活性、细胞凋亡率的相关性进行分
析, 无明显相关性 (P > 0. 05) ,见表 3。




Caspase 3活性 细胞凋亡率 Y
^
= 0. 0027X + 0. 3064 0. 126 0. 425
年龄 C aspase 3活性 Y
^
= - 0. 0685X + 29. 543 0. 066 0. 682
年龄 细胞凋亡率 Y
^



























[ 2, 12, 13]






米松处理胎鼠成骨细胞, 观察到 Caspase 3活性升




















化染色显示 Caspase 3表达上调、凋亡抑制因子 bcl 2
表达下调,因此,认为 Caspase 3与 ANFH的凋亡病
变相关。该研究尚未建立 ANFH 晚期股骨头发生
塌陷的动物模型, 仅能反映 ANFH 早期病变情况,
此外采用免疫组化法对 Caspase 3进行染色, 无法分
辨 Caspase 3无活性前体与活性片段 2种形式,均可
能对结果的可靠性产生影响。
本项研究采用比色法检测各期 AFNH组织的
Caspase 3活性, 结果表明 Caspase 3活性在 ANFH
组整体水平显著高于骨折对照组 (表 2 ) , 提示
Caspase 3很可能参与了 ANFH 细胞凋亡的过程。
另一方面, 随着 ANFH病变的进展, C aspase 3活性
并未随着细胞凋亡率升高而上调,反而呈下降趋势;
相关性分析也显示 Caspase 3活性与细胞凋亡率的
统计学相关性不显著 ( r= 0. 126, P = 0 425)。本研
究认为 Caspase 3可能仅部分参与了 ANFH凋亡的
执行, 其与 ANFH 凋亡的相关性尚须建立各期
ANFH的动物模型进一步证明。Caspase 3活性与
细胞凋亡水平相关性不显著的原因可能有 2个方









过不依赖 Caspase 3的途径进行, Caspase 3活性在
ANFH早期升高无法证明所有细胞凋亡均由











较好地反映 ANFH的病变程度。 (下转第 746页 )




征和 SIVA 1 mRNA表达变化关系的研究, 证明在
FSS作用下, SIVA 1对成骨细胞增殖分化有双向调
节作用。因此,如果我们在适宜的应力作用下,利用
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